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Patentansprtiche 

1. Verfahren zum Abbauen von Lignocellulose, g e k e n n - 
zeichnet durch folgende Stufen: 
Herstellen eines Lignocellulosesubstrates, das mit einer 
Nahrminerallosung mit einem pH-Wert von 4 bis 5 getrankt 
ist, wobei das Substrat aus etwa 10 bis etwa 80 Gew.-% 
Lignocellulose-Feststoffen, bezogen auf die Gesamtmenge 
aus Lignocellulose-Feststoffen und NShrlGsung besteht, 
Inoculieren des Substrates mit Chrysosporium pruinosum und 
Halten des inoculierten Substrates bei einer Temperatur 
von etwa 20 bis etwa 45°C, urn das Chrysosporium pruinosum 
zu ziichten, das Enzymsysteme erzeugt, die die Lignocellulose 
abbauen, daS man dann auf 50 bis 70°C erhitzt, bei welcher 
Temperatur das Chrysosporium pruinosum zu wachsen aufhort, 
der Abbau der Lignocellulose jedoch weitergeht. 


2 . Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das Lignocellulosesubstrat mit 
einer fliissigen Suspension von Sporen des Chrysosporium 
pruinosum inoculiert wird. 

3 . Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das Substrat aus 20 Gew.-% Ligno- 
cellulose-Feststoffen, bezogen auf die Gesamtmenge aus 

m Lignocellulosefeststof fen und NShrlfisung zusammengesetzt 
ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das inoculierte Substrat zum Ziichten 
des Chrysosporium pruinosum bei einer Temperatur von etwa 
38 bis etwa 40°C gehalten wird. 

5 . Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die erhflhte Temperatur zwischen 


50 und 60°C liegt. 
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Biologischer Abbau von Lignocellulose 


Die Erfindung betrifft die biologische Vorbehandlung von 
Lignocellulose-Materialien, urn das Lignin zumindest teil- 
weise zu entfernen. 

Der grofite Teil des auf der Erde anfallenden, wieder aufzu- 
arbeitenden organischen Materials besteht aus Lignocellulose. 
Der Celluloseteil dieses Materials ist ein lineares Glucose- 
polymer, und in reiner oder relativ reiner Form kann es in 
eine Vielzahl brauchbarer Produkte umgewandelt werden, wie 
•Papier, Fleisch, Milch, Zucker ,Xthanol und Methan. Ausge- 
•hommen in Form von Baumwolle und einigen bakteriellen Poly- 
meren tritt Cellulose naturlich nicht in reiner Form auf, 
sondern ist im Gewebe von Landpflanzen vorhanden, und zwar 
komplexiert mit niedermolekularen, alkalilSslichen Polysaccha- 
riden, die insgesamt als Hemicellulosen bezeichnet werden, 
und mit Lignin, das ein hochmolekulares, dreidimensionales 
regelloses Polymer von Phenylpropanalkoholen ist. 
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Lignin schiitzt die Cellulose vor der enzymatischen Hydrolyse 
zu 16slichen Zuckern. Je groBer der Ligningehalt der Ligno- 
cellulose ist, umso bestSndiger ist die Cellulosekomponente 
gegeniiber einem enzymatischen Eingriff . 

Cellulose kann physikalisch vom Lignin befreit werden, z.B. 
durch feines Mahlen und durch chemische Extraktion bei er- 
h6hten Tempera turen, doch sind beide Verfahren relativ zum 
Wert des Endproduktes teuer. 

Es ist zwar gezeigt worden, dafl eine Anzahl von Schimmel- 
arten Lignin enzymatisch abbaut, doch war ihr kommerzieller 
Einsatz nicht gegeben, weil sie so langsam wachsen. Es wer- 
den Ublicherweise zwei oder mehr Monate benotigt, urn den Ab- 
bau von 50 % des Lignins in einem holzartigen Substrat zu 
bewirken. Die bisher bekannten, ligninabbauenden Schimmel- 
arten sind als mesophil beschrieben worden, d.h. sie wachsen 
am besten bei Temperaturen zwischen 20 und 30 C. 

Die vorliegende Erfindung benutzt nun einen thermostabilen 
Schimmel, der Lignin rasch abbaut. Es wurde auch f estgestellt , 
dafl das Lignin nur unter Dampf - im Gegensatz zum unterge- 
tauchten Zustand - merklich abgebaut wird. 

Durch das erf indungsgemafie Verfahren wird die Lignocellulose 
von Lignin befreit und die Cellulose dadurch dem f ermentativen 
Abbau zugSnglich. 


'Bei dem erf indungsgemSBen Verfahren wird der therrao stabile 
Schimmel Chrysosporlum pruinosum , der von der merikanis £]*f^ eset ^ 
Kultursammelstelle in Rockville, Maryland, USA, erhalten wurde, \ 
Der Schimmel Chrysosporlum pruinosum wurde als Equivalent zu 
den thermostabilen Schimmeh Phanerochaete chrysosporium und 
Sporotrichum pulverulentum angesehen. 

Das erf indungsgem&fle Verfahren zum Abbauen von Lignocellulose 
umfaflt das Herstellen eines Substrates, das aus Lignocellulose 
zusammengesetzt ist, die mit NShrmineralldsung befeuchtet wur- 
de, deren pH-Wert zwischen 4 und 5 liegt. Das Substrat besteht 
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zu etwa 10 bis etwa 80 Gew.-% aus Lignocellulose-Feststof f en, 
bezogen auf die Gesamtmenge aus Lignocellulose-Feststof fen und 
Nahrlosung. Das getrankte Substrat wird mit Chrysosporium 
pruinosum inoculiert, und das inoculierte Substrat bei einer 
Temperatur von etwa 20 bis etwa 45°C gehalten, um das Chrysos- 
porium pruinosum wachsen zu lassen, das Enzymsysteme erzeugt, 
die Lignocellulose abbauen, dann erhoht man die Temperatur auf 
50 bis 70°C, bei der das Wachstum von Chrysosporium pruinosum 
aufhSrt, bei der aber der Lignocelluloseabbau deutlich weitergeht. 


Beispielhaft fur die Lignocellulosematerialien, die bei dem 
erfindungsgemSBen Verfahren eingesetzt werden konnen, sind 
Holz, Mistfasern, Papier, Stroh und landwirtschaf tl iche Ab- 
falle. Das Lignocellulosematerial wird vorzugsweise mit einer 
geeigneten Vorrichtung gemahlen, und zwar bevorzugt zu einer 
TeilchengroBe von weniger als 5 mm, um die Oberflache zu ver- 
grdflern und die Abbaugeschwindigkeit merklich oder betracht- 
lich zu erhehen. Je mehr Oberflache die Lignocellulose hat, 
umso rascher dringt das Schimmelmycel ein. 

Die im Einzelfalle benutzte Nahrminerallosung ist nicht kri- 
tisch, ausgenommen, dafl sie einen pH-Wert von 4 bis 5 haben 
muB, um das Wachsen des Schimmels zu begunstigen. Die LBsung 
besteht aus einer Reihe von Mineralien, die die Hauptnahrionen, 
wie Natrium, Kalium, Phosphat, Sulfat, Magnesium und Eisen zur 
Verfilgung stellen, und sie enthalt Ublicherweise ein organi- 
sches, chelatbildendes Mittel, um Eisen am Ausf alien zu hin- 
dern, und sie enthalt weiter Thiamin, das fUr das Wachstum 
von Chrysosporium pruinosum ein notwendiges Vitamin ist. 
Letzteres gibt man jedoch nur dann zu der Nahriasung hinzu, 
wenn es nicht bereits oder nicht ausreichend im Lignocellulose- 
material vorhanden ist. Die absoluten Konzentrationen der Nahr- 
stoffe in der Losung sind nicht kritisch, solange angemessene 
Mengen fur das Wachstum der Chrysosporium pruinosum-Zellen vor- 
handen sind, doch darf die Konzentration nicht so hoch sein, 
dafl sie das Wachstum hindert. Bakteriologische Standardmedien 
sind als Nahrmineraliasung brauchbar, da sie alle fUr das Schim- 
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melwachstum notwendigen Hauptionen enthalten und die genaue 
Formulierung des Mediums in Abhangigkeit von der Zusammen- 
setzung der jeweiligen Lignocellulose modifiziert werden 
kann, d.h. zu dem AusmaB, zu dem die NShrstoffe bereits im 
Lignocellulosematerial vorhanden sind. 

Zur Ausfiihrung des erf indungsgemaBen Verfahrens wird das 
Lignocellulosematerial mit der NShrstof f ltfsung befeuchtet, 
urn ein Substrat zu erhalten, auf dem man den Chrysosporium 
pruinosum-Schimmel wachsen lassen kann. Dieses Befeuchten 
kann mittels einer Anzahl Ublicher Techniken erfolgen, z.B. 
durch Tropfenlassen oder Spriihen der L5sung auf die Ligno- 
cellulosemasse. Liegt diese Masse in Teilchenform vor, dann 
kann man sie mit der NShrlosung vermischen. Nach Zugabe der 
L5sung zur Lignocellulosemasse gestattet man fiir eine kurze 
Zeitdauer die Xquilibrierung der L5sung, d.h. die Verteilung 
der Ltfsung durch die Masse. 

Man bringt die Lignocellulosemasse mit einer solchen Menge 
NShrlGsung in Bertthrung, dafl das angef euchtete Substrat zu 
etwa 10 bis etwa 80 Gew.-% aus Lignocellulose-Feststof f en 
besteht, bezogen auf die Gesamtmenge aus Lignocellulose-Fest- 
stoffen und N&hrminerall6sung . Bei Mengen von weniger als 
10 Gew.-% an Lignocellulose-Feststof fen erhalt man keinen 
merklichen Abbau des Lignins, wMhrend bei mehr als 80 Gew.-% 
Lignocellulose-Feststof fen der Schimmel nicht wSchst. Be- 
friedigende Ergebnisse werden bei einer Konzentration an 
Ligno-cellulose-Feststof fen von 20 Gew.-% erhalten, d.h., 
bei 20 g Lignocellulose-Feststof f en in einem Gemisch aus 
80 g Minerall6sung und 20 g Lignocellulose-Feststof fen. 

Das bei dem erf indungsgemaBen Verfahren eingesetzte, ange- 
feuchtete Lignocellulosesubstrat unterscheidet sich von einem 
eingetauchten Substrat, bei dem ublicherweise 0,5 Gew.-% 
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Lignocellulose-Feststof fe vorhanden sind, bezogen auf die 
Gesamtmenge aus Lignocellulose-Feststof fen und NShrlttsung, 
z.B. 0,5 g Lignocellulose-Feststof fe bei einer Mischung aus 
99,5 g Nahrlosung und 0,5 g Lignocellulose-Feststof fen. 

Das angefeuchtete Substrat kann mit Chrysosporium pruinosum- 
Zellen Oder mit Sporen solcher Zellen inoculiert werden. 
Das Inoculieren kann man nach einer Reihe von Techniken aus- 
fuhren, die einen maximalen Kontakt zwischen den Chrysosporium 
pruinosum-Zellen und dem Substrat gestatten. Vorzugsweise 
werden die Sporen oder Zellen in einem flussigen Medium sus- 
pendiert, wie Wasser, ublicherweise bei Zimmertemperatur , und 
man tropft oder spriiht die Suspension auf das Substrat. 

Das inoculierte Substrat wird dann unter ausreichender Beluf- 
tung bei einer Temperatur im Bereich von 20 bis 45°C incubiert, 
urn die Chrysosporium pruinosum-Zellen zu ziichten. Die Inku- 
bation kann nach einer Anzahl von Techniken ausgefUhrt werden, 
welche die erforderliche Wachstumstemperatur und die not- 
wendige Feststof f konzentration aufrecht erhalten, wie mittels 
einem Heifiluf tincubator oder durch Inberiihrungbringen des 
inoculierten Substrates mit strbmender Heiflluft. Das ra- 
scheste Wachstum des Schimmels findet bei Temperaturen von 
38 bis 40°C statt. 

Beim Wachsen, d.h. beim Incubieren, verbraucht der Schimmel 
Lignocellulose und erzeugt Enzymsysteme, die als Lignase 
'zum Abbau des Lignins und Cellulase zum Abbau der Cellulose 
bezeichnet werden. 

Nachdem das erwiinschte Wachstum des Schimmels erreicht ist, er- 
h5ht man die Temperatur auf 50 bis 70°C. Bei dieser erhdhten 
Temperatur hSrt zwar das Schimmelwachstum auf, doch geht der 
Lignocelluloseabbau weiter. FUr den raschesten Abbau ist eine 
Temperatur von 50 bis 60°C bevorzugt. Der Schimmel kann bei 
dieser erh6hten Temperatur das Substrat nicht mehr nutzen, doch 
konnen die Lignose- und Cellulose-Enzyme weiterarbeiten. Die 
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erhGhte Temperatur wird beibehalten bis eine geeignete Menge 
des Lignins entfernt ist. Dabei wird gleichzeitig auch Cellu- 
lose abgebaut. 

Die Zeitdauer, wShrend der das inoculierte Substrat incubiert 
wird, d.h. die Zeit, wahrend der der Schimmel bei einer be- 
stimmten Temperatur gezilchtet wird als auch die Zeit, fUr die 
das incubierte Substrat bei dieser bestinunten erhohten Tempera- 
tur gehalten wird, ist empirisch bestimmbar und hangt vom er- 
wiinschten Abbaugrad fiir die jeweilige Lignocellulosemasse ab. 
Im besonderen kann die Temperatur nach 3-tSgigem Incubieren er- 
hoht und das incubierte Substrat z.B. 3 Tage bei dieser erhohten 
Temperatur gehalten werden. Der Abbaugrad der Lignocellulosemasse 
kann in Ublicher Weise bestimmt werden, im allgemeinen durch Be- 
stimmen der verbliebenen Mengen an Lignin und Cellulose. Diesen 
Zyklus kann man wiederholen und die optimale Zeit und Temperatur 
zum Abbau eines bestimmten Lignocellulose-Materials grajphisch 
bestimmt werden, damit man eine maximale Menge freier oder fUr 
Cellulase empf indlicher Cellulose erhait. 

Das erhaltene Produkt, das zumindest merklich vom Lignin 
befreit oder abgebaut ist, kann dann als Cellulosequelle 
oder zuckerreiches Tierfutter oder als Fermentationssubstrat 
benutzt werden. Bei dem Verfahren entstehen auch lttsliche 
Ligninderivate, die als chemische Ausgangsmaterialien 
brauchbar sein mttgen. 

Durch die blofie Anfeuchtung des Lignocellulcsematerials , 
gegenttber dem Eintauchen, kdnnen grtiflere Lignocellulosemengen 
pro Volumeneinheit der Kultur behandelt werden, 

F(ir alle Versuche wurde Chrysosporium pruinosum (Oilman und 
Abbot) Carmichael, ATCC 24782 benutzt. Dieser Organismus wurde 
kiirzlich als der unvollstMndige Zustand des Pilzes Phanerochaete 
chrysosporium identif iziert . 

Als Nclhrmineralmedium wurde die folgende Zusammensetzung 
benutzt: 

5 g (NH 4 ) 2 S0 4 ; 6,04 g KH 2 P0 4 / 0,85 g Na 2 HP0 4 / 10 ml einer 
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LSsung mit Spurenelementen sowie destilliertes Wasser auf 
990 ml. Die Losung mit den Spurenelementen hatte die folgende 
Zusammensetzung : 

5 g MgS0 4 -7H 2 0,- 0,2 g ZnSO^TH^, 0,5 g FeS0 4 -7H 2 0; 0,5 MnS0 4 • 
4H 2 0; 0,5 g CaCl 2 , 5 g Versenol und destilliertes Wasser auf 
250 ml. Der pH-Wert des Mediums wurde vor dem Einbringen in 
den Autoclaven durch Zugabe weniger Tropfen konzentrierter 
SalzsSure auf 5,0 eingestellt. Ein Bruchteil einer filterste- 
rilisierten LOsung von Thiamin-HCl (1 mg/ml) wurde nach der 
Behandlung im Autoclaven zu dem Medium hinzugegeben, um eine 
Thiaminkonzentration von lAig/ml zu haben. Durch Zugabe von 
40 ml einer sterilen 25 %-igen Glucoseiasung zu 960 ml des 
heiBen, sterilen Mineralmediums, das vorstehend beschrieben 
wurde und 15 g Agar enthielt, wurde ein Glucose/Mineral/Agar- 
Medium zubereitet. 

Zur Herstellung des Lignosecellulosematerials wurden 200 g 
trockenen Mistes zu 2 1 destilliertem Wasser in einem 3,785 1 
fassenden Waring-Mischer hinzugegeben und 15 Sekunden lang 
bei geringer Geschwindigkelt zerschnitten. Das Vermischen 
wurde dreimal wiederholt, wobei man zwischen den Mischvor- 
gangen jeweils 15 Sekunden Pause einlegte. Dann ttberfllhrte 
man die Suspension in ein Glasgefafl mit einem Durchmesser von 
30 cm und einer H5he von 61 cm und verdUnnte 1 : 1 mit des- 
tilliertem Wasser. Diese Suspension wurde mittels eines auf 
variable Geschwindigkelt einstellbaren Motors, der mit einem 
Schaft und Propeller verbunden war, vermischt. Die Motor- 
geschwindigkeit wurde so eingestellt, daB das gesamte Mate- 
rial suspendiert war, und man rtlhrte die Suspension 1 1/2 
Stunden lang. Dann verringerte man die Mischgeschwindigkeit 
fUr 1/2 Stunde, damit sich der Sand absetzen konnte, wShrend 
die leichteren Faserteilchen suspendiert blieben. WShrend der 
Motor welter rait verringerter Geschwindigkelt in Betrieb 
blieb, wurden die. suspendierten Teilchen durch Hebern ab- 
gezogen und auf ein Sieb mit einer lichten Maschenweite von 
0,238 mm UberfUhrt. Das Material wurde auf dem Sieb mit 
destilliertem Wasser gewaschen. RUhren, Absetzenlassen und 
Sieben wurde dreimal wiederholt, und danach trocknete man 
die erhaltenen Fasern drei Tage bei 65°C. Die getrockneten 
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Fasern wurden in einer Fleischhackmaschine zerkleinert, urn 
die Teilchen zu redispergieren, und diese Teilchen wurden in 
GlasgefSBen gelagert. 

Die Fasern wurden in einem auf 65°C erwSrmten Ofen fur min- 
destens 2 Tage vor der Benutzung getrocknet, bis ein konstan- 
tes Gewicht erhalten wurde. Da das Material in Luft etwas 
hygroskopisch ist # hatte man es beim Wagen in einer abge- 
schlossenen Petrischale auf der OberflSche einer 100°C heiflen 
Platte. 


Die auf diese Weise hergestellten trocknen, teilchenf ormigen 
Mistf asern hatten eine Durchschnittsgrofle von 1- 3 mm in der 
LSnge und 0,5 mm in der Breite. Die Fasern enthielten 14+1 

Gew.-% Asche, 37 ± 2 Gew.-% reduzierenden Zucker (Cellulose 
und Hemicellulose) und 37+1,5 Gew.-% Lignin. 

Die vorgenannten Mengenangaben sind diejenigen, auf denen 
die Gew.-I-Angaben ISslichen gemachten Materials in den Figu- 
ren 1 und 2 beruhen, von denen 

Figur 1 den Lignin- und Celluloseabbau durch Chrysosporium 
pruinosum-Schimmel auf einem untergetauchten Substrat, 
Figur 2 den Lignin- und Celluloseabbau durch Chrysosporium 
pruinosum auf einem getrSnkten Substrat und 
Figur 3 den Lignin- und Celluloseabbau durch wachsende und 
temperaturerhShte (nicht wachsende) Kulturen von Chrysosporium 
pruinosum zeigt # 

Fiir die Zubereitung des Inoculums wurden Kulturen von Chrysos- 
pbrium pruinosum 5 Tage bei 38°C auf Glucosemineralagarplatten 
gezCichtet. 10 ml sterilen, destillierten Wassers wurden zu je- 
der Platte hinzugegeben, und das Oberf lSchenwachstum wurde 
mit einem Glasausbreiter leicht suspendiert. Diese Suspension, 
die hauptsachlich Sporen und einige Bruchstttcke vegetativen 
Myceliums enthielt, wurde fiir alle Kulturen als Inoculum be- 
nutzt. 


Die Kulturen wurden sowohl auf in Mineralnahrldsung in SchUttel- 
flaschen untergetauchten Substraten als auch auf angef euchteten 
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Substraten auf der Oberflache von Mineralagarplatten gezttchtet. 
Die untergetauchten Kulturen in Schuttelf laschen enthielten 
50 ml Mineralmediumlosung und 50 mg trockener, gewaschener 
Mistfasern in 250 ml fassenden Erlenmeyerkolben. Die Kolben 
wurden fiir 20 Minuten sterilisiert und nach dem Abkiihlen mit 
0,1 ml der oben beschr iebenen Sporensuspension inoculiert. Die 
Kulturen incubierte man bei 38°C und 80 % relativer Feuchtig- 
keit unter rotierendem Schutteln bei 230 Umdrehungen pro 
Minute auf einem Inkubatorschuttelgerat New Brunswick Modell 
G26. 

Die getrSnkten Kulturen auf der Agaroberf lache wurden folgender 
maflen zubereitet: Sterile Kuklepore-Membranf ilter( 5 ^umPoren- 

grofle, 47 mm Durchmesser) wurden mit der matten Seite nach 
unten auf der Oberflache von Petrischalen (25 x 1 50 mm) an- 
geordnet, die etwa 200 ml Mineralagarmedium enthielten, das 
aus der Nahrminerallosung, verdickt mit 1,2 Gew.-% Agar zu- 
sammengesetzt war. Pro Platte wurde ein Filter benutzt. 200 mg 
trockener, steriler Mistfasern wurden auf der Oberflache jedes 
Filters ausgebreitet . Die 200 mg Faserproben wurden aus Pyrex- 
rohren mit Schraubverschlufi und Abmessungen von 16 x 125 ml 
entnommen. Dies entsprach einer 20 Gew.-%igen Feststof f konzen- 
tration, d.h. 20 Gew.-% Fasern auf eine Mischung aus 20 Gew.- 
Fasern + 80 Gew. -Nahrminerallosung . Jedes Faserhauf chen wurde 
an der Peripherie mit 2 Tropfen (0,1 ml) der wie oben be- 
schriebenen Sporensuspension inoculiert, und danach die Kultu- 
ren bei 38°C incubiert. Die relative Feuchtigkeit im Incuba- 
tor wurde unter Verwendung von wassergef (ill ten Trtigen bei 
80 % gehalten. 

Die Bestimmungen restlicher organischer und anorganischer 
Bestandteile der Fasern und Faserkulturen fiir die Figuren 
1 und 2 erfolgte folgendermaflen: 

a. FUr die Agarplattenkulturen ( angef euchteten Kulturen): 
Die Fasern oder Faser + Mycel enthaltenden Filter wurden von 
den Agarplatten abgenommen und die Fasermycelmatten von den 
Filtern abgekratzt und mit destilliertem Wasser in geteerte 
Tiegel gewaschen. Die TiegeJ. wurden bei 65°C bis zum Errei- 
chen eines konstanten Gewichtes getrocknet und dann Uber 
Ndcht in einem Of en bei 550°C verascht. Der organische Anteil 
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wurde als das Material definiert, das bei 550°C verdampfte. 
b. Schtittelkolbenkulturen (untergetauchte Kulturen) : 
Der Inhalt eines Paares von Schtittelkolben wurde kombiniert 
und durch ein Nukleporef liter mit PorenSf f nungen von 0,4 pm 
und 47 mm Durchmesser vakuumf iltriert, urn die Festk6rperteil- 
chen zurttckzuhalten. Der auf den Seiten der Kolben zurtickblei- 
bende Rest wurde mit einer geringen Menge destillierten Wassers 
auf das Filter gewaschen. Der filtrierte Rest wurde in die 
beteerten Tiegel Uberftihrt, getrocknet und wie oben be- 
schrieben verascht-. 

Die Analyse auf Cellulose , Hemicellulose und Lignin fttr 
die Figuren 1, 2 uiri/erfolgte folgendermaflen: 
Proben des unlflslichen Materials wurden wie oben beschrie- 
ben gesammelt, mit der Ausnahme, dafi man sie in GlasgefSBe 
mit einem Durchmesser von 25 mm und einer H8he von 50 mm 
UberfUhrte und bei 65°C trocknete. Trockene Proben von 
Fasern Oder Fasern + Mycel wurden mit 10 ml 72 %-iger 
Schwefelsaure vermischt, und man lieB das Ganze 3 Stunden 
stehen, wobei man jeweils sttindlich einige Sekunden mischte. 
Das Ganze wurde dann mit destilliertem Wasser auf 50 ml 
verdUnnt und tiber Nacht stehen gelassen. Jede Probe filtrierte 
man danach unter Verwendung eines geteerten Nucleporef liters 
mit 0,4 /im PorengrOBe und 47 mm Durchmesser im Vakuum. Bruch- 
teile des Filtrates wurden flir Kohlenhydrat (reduzie- 
render Zucker) -Versuche zurUckbehalten. Bei diesem Versuch 
wurde 0,1 ml des Filtrats mit 3,9 ml eines Reag e ns vermischt, 
das 1 % Thioharnstoff und 0,05 % Anthron in 72 %-iger Schwefel- 
sSure enthielt. Die Mischung erhitzte man fQr 10 Minuten auf 
9'5 C, kUhlte auf Zimmer temper a tur ab und maB die optische 
Dlchte bei 610 nyu. Glucose wurde als Standard benutzt. Diese 
Versuche wurden routinemMBig auf einem Autoanalysator Technicon 
Model AA-1 ausgefUhrt. 

Der Rest wurde auf dem Filter mit destilliertem Wasser ge- 
waschen, bis der Filtrat-pH-Wert 5 erreichte, was mit pH- 
Papier gemessen wurde. Filter + Rest wurden dann Uber Nacht 
bei 65 C getrocknet und gewogen. Filter und Proben wurden in 
geteerte Tiegel Uberftihrt und Uber Nacht bei 550°c verascht. 
Lignin war definiert als der Teil der Probe (ausgenommen im 
Filter) , der verdampf te. Die Filter enthielten wertiger als 
0,5 mg Asche. 809817/0797 
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FUr die Ergebnisse der Figur 3 wurden angef euchtete, inoculierte 
Faserkulturen auf fcgarplatten wie oben beschrieben zubereitet. 
Nach 3 Tagen wurdefeinerReihe von Kulturen verglichen, die bei 
der Wachstumstemperatur von 38°C belassen worden war. 

Die in den Figuren 1, 2 und 3 in Gew.-% aufgetragenen 15slich 
gemachten Bestandteile beruhen auf dem urspriinglichen Gehalt 
der Faserprobe. 

Die Figur 1 veranschaulicht den Abbau der Bestandteile der 
Mistfasern durch Chysosporium pruinosum, das in unterge- 
tauchten Kulturen in Schilttelkolben gewachsen ist. Jeder 
Punkt reprHsentiert den kombinierten Inhalt zweier Schilttel- 
kolben. Einzelne Punkte zeigen, dafl die wiederholten Proben 
identische Werte ergaben. Die gestrichelten Linien gelten 
fUr die nicht inoculierten Vergleichsproben. 

Figur 1 zeigt den Verlust an verschiedenen Faserbestandteilen 
mit der Zeit in untergetauchten Kulturen, und es ergibt.sich, 
dafi unter diesen Bedingungen durch Chrysosporium pruinosum 
wenig Oder kein Lignin lttslich gemacht, d.h. abgebaut wird, 
vergleichen mit den nicht inoculierten Kontro 11 proben, und 
dies wShrend einer Zeit von 30 Tagen aktiven Abbaus. WMhrend 
dieser Zeit wurden 50 % der Kohlehydrate (Cellulose und Hemi- 
cellulose ) und 40 % der gesamten organischen Bestandteile 
Idslich gemacht. 

Figur 2 zeigt den Abbau der Mistf aser-Bestandteile durch 
phrysosporium pruinosum, das in getrankten Fasern auf der 
Qberfiache von Mineralagarplatten geziichtet wird. Jeder 
Punkt represent iert den Inhalt einer Platte. Alle Versuche 
wurden doppelt ausgefUhrt. Die gestrichelten Linien gelten 
ftir die nicht inoculierten Vergleichsproben. 

Figur 2 zeigt den Verl-ust an verschiedenen Faserkomponenten 
mit der Zeit in getrSnkten Faserkulturen auf der Oberfldche 
von Mineralagarplatten und zeigt, dafi ein Abbau von Ligno- 
cellulose vorzugsweise auf nicht untergetauchten Substraten, 
d.h. auf getrankten Substraten, stattfindet und dafi eine 
Feststof fkonzentration von etwa 20 Gew.-% einen raschen Ligno- 
celluloseabbau gestattet. Nach 12 Tagen Incubationszeit waren 
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50 % des Lignins, 80 % der Kohlehydrate (Cellulose und Hemi- 
cellulose) und 75 % der gesamten organischen Bestandteile 
loslich gemacht. Nach dieser Zeit scheint der Abbau aufzu- 
horen. Unter den vbrstehenden Bedingungen wird in den nicht 
inoculierten Vergleichsproben weniger Material loslich gemacht 
als in den Schiittelkolben. 

In der folgenden Tabelle ist ein Vergleich der Abbaugeschwin- 
digkeiten fur Lignin und Cellulose durch Polyporus versicolor, 
einen gut untersuchten, ligninabbauenden, mesophilen Schinunel 
und durch Chrysosporium pruinosum, den in der vorliegenden 
Erfindung benutzten, ligninabbauenden,thermostabilen Schimmel 
angegeben. 


TABELLE 

Abgebaute Zeit 
Organ ismus Cellulose (%) "(Tage) 

P. versicolor (a) 76 245 

C. pruinosum 80-90 12 

(a) E.B. Cowling, Comparative Biochemistry Of The Decay Of 
Sweetgum Sapwood By White - Rot and Brown - Rot Fungi. 
U.S.D.A. tech. Bull No. 1258, (1961). 

Figur 3 zeigt, daB ein deutlicher Abbau von Lignin und Cellu- 
lose bei einer Temperatur von 55°C weitergeht, d.h. bei einer 
Temperatur, bei der der Schimmel nicht wachsen kann. 


Abgebautes Zeit 

Lignin (%) ( Tage) 

50 168 

50 12 


Die Angaben der vorstehenden Tabelle zeigen, daB unter geeig- 
neten Kul turned ingungen genug Lignin biologisch entfernt wer- 
den kann, urn 85 bis 90 % der Cellulose durch Cellulase abbau- 
bar zu machen. Die Geschwindigkeit und Ausbeuten fiir den 
Celluloseabbau nach Figur 2 sind Minimalwerte, da die Zell- 
wandzuckerreste zu den erhaltenen Cellulosewerten beitragen 
und die Kulturen von kleinen Sporeninocula ausgingen. Unter 
Verwendung eines grdfleren Inoculums von Cellulase und Lignase, 
das durch vegetative Zellen eingefUhrt wird, d.h. den Chrysos- 
porium pruinosum-Schimmel, wtlrde vermutlich die fUr den maxima- 
len Celluloseabbau erforderliche Incubationszeit verkUrzt. 
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Figur 3 zeigt, daB trotz des Erhitzens der Zellen auf Tempera- 
turen, bei denen sie nicht wachsen konnen (55 C) , der enzyma- 
tische Abbau von Lignin und Cellulose bei Abwesenheit lebens- 
fShiger Zellen weiterging. Aus Cellulase-Studien ergab sich, 
daB die optimale CellulaseaktivitSt oberhalb von 55°C liegt. 
Dies zeigt, dafi bei der Temperaturerhohung nach dem erfindungs- 
gemaflen Verfahren der Zellmetabolismus beendet und die Ver- 
zuckerung fortgesetzt wird. 

Figur 2 zeigt, dafi deutliche Mengen an Lignin abgebaut werden 
konnen und daB 80 bis 90 % des Cellulosegehaltes des Sub- 
strates der Einwirkung von Cellulaseenzymen ausgesetzt 
werden kSnnen. Die bei den Versuchen benutzten Mistfasern 
waren gegeniiber anderen natiirlichen organischen Materialien 
relativ ligninreich. Die Celluloseabbaubarkeit ist umgekehrt 
proportional dem Ligningehal t , und dies laflt vermuten, daB 
die AbbaufShigkeit des beim erf indungsgemSBen Verfahren ein- 
gesetzten thermobestandigen Schimmels, die auf einem wider- 
standsfShigen Substrat, wie Mistfasern, vorhanden war, bei 
Substraten mit weniger Ligningehal t, wie Holz, gleich oder 
besser sein sollte. Weitere Versuche haben tatsSchlich einen 
guten Lignin- und Celluloseabbau bei Zeitungspapier als 
Wachstumssubstrat gezeigt. Zeitungspapier wird zum grofien 
Teil aus ligninhaltigen Holzfasern hergestellt. 

In einer am gleichen Tage eingereichten anderen deutschen 
Patentanmeldung der Anmelderin, fUr die die Prior itat des 
- US-Pa tentanmeldung Serial No. 734 325 vom 20, Oktober 1976 
in Anspruch genommen ist, wird das ZUchten eines thermobe- 
standigen Schimmels auf einem getrSnken Lignocellulosesubstrat 
bei einer Temperatur von 20°C bis 45°C offenbart, wobei der 
Schinunel Enzyme produziert, die das Substrat abbauen. 
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